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© Dlagnostlsche Dosierungselrihelt ziir Ureasebestimmung. 



© Zur Ureasebestimmung dient eine wasserfreie 
Dosierungseinheit, vorzugsweise in Form eines fe- 
sten Komprimats, die Harnstoff, eine Puffersubstanz 
fOr den Bereich pH 5,0 - 7,5 und einen pH-lndikator, 
der im pH-Bereich 5,5 - 8,5 einen Farbumschlag hat, 
in einer zur Ureasebestimmung geeigneten Menge 
enMlt. 
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Die Erfindung betrifft ein diagnostisch s Hilfs- 
mittel in Form einer festen Dosierungs inheit zur 
Bestimmung von Urease. Die Zersetzung von Harn- 
stoff zu Ammoniak und Kohlendioxyd durch das 
Enzym Urease wird analytisch sowohl zur Bestim- 
mung von Harnstoff mittels Urease enthaltender 
Reagenzmischungen als auch zur Bestimmung von 
Urease mittels Harnstoff enthaltender Reagenzmi- 
schungen angewendet. 

Stand der Technik 

Die Bestimmung von Urease in Biopsaten der 
Magenschleimhaut hat Bedeutung bei der Diagno- 
se von Magenerkrankungen, die durch Infektionen 
mit Campylobacter pyloridis verursacht sind. Die 
Anwesenheit dieses Bakteriums wird haufig diagno- 
stiziert, indem man ein Biopsat der Magenschleim- 
haut in ein Harnstoff enthaitendes Kuiturmedium 
einbringt und einen Farbindikator zum Nachweis 
von Ammoniak zusetzt In diesem Falle stammt die 
Urease aus den im Kuiturmedium gewach sen en 
Keimen. Ein fur diese Bestimmung geeignetes Kui- 
turmedium ist als Christensen-Harnstoffagar (vgl, 
W.B. Christensen, Joum. Bact,52, S.461, 1946) 
bekannt 

Gema/3 EP-A 204 438 wird eine waflrige Rea- 
genzmischung aus Harnstoff, einem Bactericid und 
einem Farbindikator zum Nachweis von Urease ein- 
gesetzt. Das Bactericid unterbindet jegliches Keim- 
wachstum, so dafl nur der Urease-Gehalt der unter- 
suchten Probe festgestellt wird, jedoch nicht die 
erst im Testmedium durch eingebrachte ureasebil- 
dende Keime entwickelte Urease. 

Die Handhabung der wafirigen Reagenzmi- 
schung erweist sich jedoch in der Laborpraxis ais 
verfialtnismaflig aufwendig. Daher wurde in dem 
genannten Dokument vorgeschlagen, das waflrige 
Medium durch gelbiidende Zusatze, wie Agar, in 
einen haibfesten Zustand zu bringen. In dieser 
Form werden Dosierungseinheiten fOr Einzelbe- 
stimmungen in wasserdichte und verdunstungsge- 
schutzte Packungen eingeschlossen. Wegen der 
hohen Anforderungen an die Verpackung kSnnen 
deren Kosten diejenigen fur die Reagenzmischung 
selbst weit ubertreffen. 

Durch die Anwesenheit von Wasser wird ailer- 
dings der Harnstoff langsam zersetzt, wodurch Am- 
moniak freigesetzt und ein vorzeitiger Farbum- 
schlag bewirkt wird. Urn dies zu verhindern, enthal- 
ten die bekannten PrSparate einen Puffer, welcher 
einen pH-Anstieg bei der Freisetzung von Ammoni- 
ak verhindert Da der Urease-Nachweis aber gera- 
de auf der Feststellung der Ammoniakfreisetzung 
beruht, mufl die Menge des Puffers so bemessen 
werden, da£ er zwar eine geringe Menge von hy- 
drolytisch erzeugtem Ammoniak abfangt, aber bei 



einer grofleren Menge Ammoniak, die beim 
Urease-Test gebiidet wird, einen pH-Anstieg und 
einen Farbumschlag des Indikators zulaflt. Wird die 
Puffermenge niedrig bemessen, so ist die Pufferka- 

5 pazitSt gering und die Lagerfahigkeit der Packung 
entsprechend begrenzt; nach Verbrauch des Puf- 
fers tritt Farbumschlag infolge der weitergehenden 
Harnstoffhydrolyse ein. Wird die Puffermenge hd- 
her bemessen, so fangt bei der Anwendung einer 

70 frisch bereiteten Testpackung der Puffer das durch 
Urease gebildete Ammoniak solange ab t bis er 
verbraucht ist. Erst danach kann ein Farbumschlag 
auftreten. Dadurch wird die Geschwindigkeit der 
Prufung vermindert und vor allem ihre Empfindlich- 

js keit deutlich verschlechtert. 



Aufgabe und Lbsung 

20 Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, fOr 
die Urease-Bestimmung eine verbesserte Dosie- 
rungseinheit bereitzustelien, die fUr Einzefbestim- 
mungen leicht zu handhaben, einfach zu verpacken 
und unbegrenzt lagerfShig ist. eine hohe Empfind- 

25 iichkeit hat und das Ergebnis schnell erkennen Isult 
Diese Ziele werden bei einer Dosierungseinheit 
ziir Durchfuhrung einer Ureasebestimmung mitteis 
einer Reagenzmischung mit einem Gehatt an 
a) Harnstoff 

30 b) einer kleinen Menge einer Puffersubstanz 

fOr den Bereich pH 5,0 - 7,5, 

c) und einen pH-lndikator, der im pH-Bereich 
zwischen 5,5 und 8,5, jedoch oberhalb des Puffer- 
bereichs einen Farbumschlag hat, 
35 dadurch erreicht, dafl die Dosierungseinheit frei von 
Wasser ist und wenigstens die Bestandteile a und 
b in einer zur Ureasebestimmung geeigneten Men- 
ge enthait Die Dosismengen werden auf den Be- 
darf fUr eine Einzelbestimmung an einem 
40 Magenschleimhaut-Biopsat Oder fUr eine definierte 
Mehrzahl solcher Bestimmungen bemessen. 

Zur besseren Eriauterung der Erfindung dienen 
die Figuren 1 und 2: 

Figur 1 zeigt den Querschnitt durch eine 
45 erfindungsgemafle Dosierungseinheit in Form eines 
Komprimats im vergroBerten Maflstab. 

Figur 2 steilt schematisch eine PrUfanord- 
nung dar. 

Figur 3 zeigt im vergrofierten Querschnitt 
so eine mit der Reagenzmischung gefOilte Steckkap- 
sel. 



Wirkung und Vorteile der Erfindung 

55 

Die Dosierungseinheit ist dem Gebrauchs- 
zweck optimal angepaBt, da sie ais abgeschlosse- 
ne, feste Dosierungseinheit einfach zu handhaben 



3 



EP 0 369 292 A1 



4 



und (lurch die Anwendung einfacher Herstellungs- 
verfahren flir pharmazeutische Dosierungseinheiten 
billig herstellbar ist. Vor allem ist durch die Abwe- 
senheit von Wasser die Gefahr der Hydrolyse des 
Hamstpffs wahrend der Lagerung ausgeschlossen. 
Ebenso ist eine Veranderung der Beschafferiheit 
durch Verdunsten von Wasser ausgeschlossen. 
Daraus ergibt sich eine nahezu unbegrenzte Lager- 
fahigkeit bei sachgerechten Lagerungsbedingun- 
gen. Durch einen verminderten Bedarf an Puffer- 
substanzen ist die Ureasebestimmung schneller. 
sicherer und genauer. 

Die bevorzugte Ausfuhrungsform der erfin- 
dungsgemaflen Dosierungseinheit ist die Form des 
Komprimats, das die trockenen Bestandteile der 
Reagenzmischung in verpreflter Form, in der Regel 
ais Tablette, enthalt Sie k6nnen jedoch auch als 
Pulvermischung in geeignete Kapsein aus Hartgeia- 
tine oder einem anderen wasserloslichen Oder 
leicht zerstorbaren Werkstoff abgefUllt sein. Zur 
Verpackung der Dosierungseinheiten sind alie Ver- 
packungsmittel, die Oblicherweise fQr Tabletten, 
Kapsein und dergleichen verwendet werden, ver- 
wendbar, wie FlSschchen oder RShrchen, Blister- 
packungen oder folienversiegelte PrUfnSpfchen, in 
denen die Ureasebestimmung durchgefGhrt werden 
kann. 

Zur DurchfOhrung einer Ureasebestimmung 
mittels eines Komprimats wird das zy prOfende 
Biopsat auf das Komprimat aufgebracht und mit 
einem oder einigen Tropfen I Wasser befeuchtet. 
Die in der Reagenzmischung enthaltene Puffersub- 
stanz dient ailein dazu, in dem wafirigen PrQfmedi- 
urn einen fQr die Reaktion gOnstigeh phi-W^rt von 
5,0 bis 7,5, vorzugsweise 6,5. bis 7,0, einzustellen. 
Die dafUr erforderiiche Merige ist auflerordentlich 
gering und beeintrachtigt weder die Schneliigkeit 
der Reaktion bis zum Eintritt des Farbumschlags 
noch die Empfindiichkeit 

Wird eine Dosierungseinheit verwendet, die die 
trockene Reagenzmischung in einer Kapsel enthalt, 
so gibt man das Biopsat in eine kleine Menge 
Wasser und vermischt dieses mit dem Kapselin- 
halt. Bei wasserl6siichen Kapsein genOgt es t die 
Kapsel in die wafirige PrOflosung zu gebeh, wo sie 
sich auflSst und ihren Inhalt freigibt. Nicht oder 
schwer wasserl5sliche Kapsein werden in der PrO- 
flosung zerdrOckt und dabei der Inhalt freigesetzt. 
Bei der DurchfUhrung der Ureasebestimmung in 
einem F10sstgkeitsbeh3tter kahn der pH-lhdikator, 
falls er nicht in der Dosierungseinheit ein^eschlos- 
sen war, als wa/kige Losung zugetropft werden. 

Die B standtefle der Reagenzmischung 

Hamstoff wird vorzugsweise in einer Menge 
von 10 bis 320 mg pro Einzeibestimmung dosiert 



Als Puffersubstanzen eignen sich bekannte, in 
trockener Form lagerfShige Substanzen, d ren Puf- 
ferbereich zwischen 5,0 und 7,5, vorzugsweise 6,5 
bis 7,0, liegt. Geeignet sind z.B. Kaiiumdihydrogen- 
s phosphat und Dinatriumhydrophosphat. Eine Men- 
ge von 0,01 bis 1 mg pro Dosierungseinheit ist in 
der Reg^l ausreichend. Mengeri Ober 1 Gew.-% 
des Dosisgewichts sbllten nicht verwendet werden, 
damit die EmjDfindlichkeit der Bestimmung nicht 

10 beeintrachtigt wird. 

Der pH-lndikator soli einen deutlich wahmehm- 
baren Farbumschiag oberhalb des Pufferbereichs, 
jedoch nicht oberhalb pH 9 zeigen. Geeignete Indi- 
- katdreri sind nachfolgend aufgelistet, jeweils unter 

15 Angabe der Farben.vor und nach dem Umschlag 
und der pH-Werte des Umschlagbereiches und - in 
Klammerh - der Umschlaghalbwertstufe: 
Bromkresolpurpur gelb/purpur 5^/6,8 (6,12) 
p-Nitrophertol farblos/gelb 5,0/7,0 (7,0) 

20 Bromthymolblau gelb/biau 6,0/7,6 (7,07) 
Phenolrot gelb/rot 6,8/8,4 (7,74) 
Neutrairot 6,8/8,4 
Chinolinblau 7,0/8,0 
Kresolrot gelb/rot 7,2/8,8 (8,12) 

25 m-Nitrophenol farblos/gelb (8,26) 

m-Kresolpurpur getb/purpur 7,4/9,0 (8,3) 
Thymblblau gelb/blau 8,0/9,6 (8,89) 

Mengen der Indikatoren von 0,001 bis 0,05 mg 
pro Dosierungseinheit sind in der Regel ausrei- 

ao chend. Bei der Herstellung von Komprimaten wird 
der Indikatbr in die Dosierungseinheit eingearbeitet, 
wenri der Farbumschiag auf der OberflMche des 
Komprimats selbst beobachtet werden soil. Wird es 
dagegeh bevorzugt, den Farbumschiag in einem 

35 getrehnten Medium zu beobachten, z.B. in einer 
kleinen Wassermenge oder auf einem Filterpapier, 
so kann der Farbindikator auch darin enthalten 

sein. 

GemSiJ einer bevorzugten AusfOhrungsform 
40 enthSIt die Dosierungseinheit weiterhin ein keimto- 
tendes Mittel, wie z.B. p-HydroxybenzoesSureester. 
Es dient bei sterilen Reagenzmischungen der Un- 
terdrOckung des Keimwachstums nach der Inkuba- 
tion und kann bei nicht sterilen PrSparaten die 
45 Keimvermehrung wahrend der Lagerung verhin- 
dem. 

G6mB0 einer weiteren bevorzugten AusfDh- 
rurigsform enthSIt die Reagenzmischung, wenn sie 
zu einem Komprimat verpreflt werden soil, einen 

50 inerten Extender. Er kann das 1- bis 50-fache Voiu- 
men der im Komprimat enthaltenen Bestandteile a 
bis c ausmachen und dient dazu, der fOr die Ein- 
zeibestimmung erforderlichen Menge der Bestand- 
teile a, b und gegebenenfalls c eine leicht hand- 

55 habbare Gestalt und Grofie zu geben. Die genann- 
teh Bestandteile ailein ergeben in der erforderli- 
chen Menge eine sehr geringe Komprimatgrofie, 
die sich weniger leicht handhaben IS0t als ein 
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Komprimat der angestrebten Menge von 20 bis 
1000, vorzugsweise 50 bis 500 rng. 

Der Extender ist als inert anzusehen, wenn er 
die Urease-Bestimmung nicht beeintrMchtigt. Er 
darf vor allem den pH-Wert bei der Bestimmung 
nicht aus dem gewOnschten Bereich bringen oder 
den pH-Anstieg wahrend der Ureasebestimmung 
unterdrDcken. Weiterhin darf er die Aktiyitat der 
Urease nicht herabsetzen oder selbst auf Harnstoff 
hydrolysierend wirken. SchlieBlich darf er keine 
Farbstoffe enthalten, die den Farbumschlag des 
Indikators nicht oder schwer erkennen lassen. Ge- 
eignet sind z.B. Natriumcarboxymethyl-Starke, Cel- 
lulose und Celluioseabkommlinge, wie Methylcellu- 
lose, Carboxymethylcellulose, Hydroxypropylcellu- 
lose, Hydroxypropylmethylcellulose, sowie anorga- 
nische unlosliche Substanzen, wie Calciumcarbonat 
Oder kolloidales Siliciumdioxid. 



Aufbau der Dosierungseinheit 

2ur Herstellung von Komprimaten werden die 
Bestandteile der Reagenzmischung in der gebote- 
nen Reinheit und mit geeigneter TeilchengrSfle 
gleichformig vermischt und in an sich bekannter 
Weise zu Komprimaten 1 verpreBt. Ihre Form und 
GrQBe sollte fOr die DurchfUhrung von Einzelbe- 
stimmungen von Biopsaten geeignet sein. Das Ge- 
wicht eines Komprimats- liegt in der Regel unter 1 
g t vorzugsweise unter 500 mg, beispielsweise zwi- 
schen 20 und 200 mg. Das bevorzugte Gewicht 
betragt etwa 30 mg. Die Gewichtstoleranz ist hoch. 
Die Form sollte der Handhabung beim Aufbringen 
des Biopsats und einiger Wassertropfen entgegen- 
kommen. Vorteilhaft sind flache runde Tabletten 
von 3 bis 25 mm Durchmesser, wobei die OberflS- 
chen 2 leicht konkav gestaltet sein konnen. 

Die Komprimate konnen fur Schnelltests zum 
Screening von Biopsaten unsteril verpackt werden, 
werden jedoch zum AusschluB von falsch positiven 
Ergebinssen vorzugsweise steriiisiert- 

Die fur eine Dosierungseinheit vorgesehene 
Menge der pulverformigen Reagenzmischung 3 
kann auch in eine Steckkapsel aus zwei Kapselhaff- 
ten 4, 5 abgefO lit werden. HandeisQbliche Steck- 
kapseln aus Hartgelatine oder synthetischen was- 
serlSsiichen Polymeren sind dafUr geeignet Da in 
diesem Fall die Mitverwendung von Extendem 
nicht sinnvoil ist, genugen sehr kleine Kapseln, 
beispielsweise von 5 bis 10 mm Gr6j3e, Es ist auch 
moglich, die Dosisrnengen zwischen zwei Metall- 
oder Kunststbffolien einzusiegeln oder einzuschwei- 
B n. Grundsatziich ist jede Dosierungsform geeig- 
net, aus der sich die trockene Reagenzmischung 
leicht in eine Pr Of id sung einbringen laflt 



Die Anwendung der Dosterungseinh it 

Wenn atle Bestandteile a bis c der Reagenzmi- 
schung sowie gegebenenfalls ein Extender in ei- 

5 nem Komprimat erithalten sind und das Biopsat auf 
dessen Oberflache aufgebracht wird, tritt der Farb- 
umschlag bei positivem Befund unrriittelbar auf der 
Oberflache des Komprimats in Erscheinung. Eine 
noch hohere Empfindlichkeit wird erreicht, wenn 

70 das Komprimat 1 wahrend der Bestimmung auf 
einer trockenen, saugfahigen, dunnen Unterlage, 
z.B. einem Fiiterpapier 6, liegt, so daB das wai3rige 
PrOfmedium dort aufgesaugt wird und den mitge- 
fuhrten pH-lndikator als farbigen Ring 7 urn das 

75 Komprimat erkennen lafit. Bei dieser Art der Be- 
stimmung braucht der pH-indikator nicht im Kom- 
primat selbst enthaiten zu sein, sondem kann sich 
in der saugfahigen Unterlage befinden. 

Die Urease-Bestimmung kann auch in einer 

20 etwas gro/3eren FiGssigkeitsmenge vorgenommen 
werden, beispielsweise 0,5 bis 2 ml. In diesem Fail 
werden an die Gestalt der Dosierungseinheit keine 
weiteren Anforderungen gestellt, als da& sie leicht 
handhabbar ist und die enthaltene Reagenzmi- 

25 schung in der PrUfflQssigkeit schnell freigesetzt 
werden kann. Komprimate und gekapselte Dosie- 
rungseinheiten sind in gleicher Weise verwendbar. 
Der Farbumschlag bei Ureasegehalt ist dann in der 
PrOfflussigkeit selbst erkennbar. 

30 

AnsprUche 

1. Dosierungseinheit zur DurchfOhrung einer 
35 Ureasebestimmung mittels einer Reagenzmischung 

mit einem Gehalt an 

a) Harnstoff 

b) einer Puffersubstianz fUr den Bereich pH 
5,0 bis 7,5, 

40 c) und einem pH-lndikator. der im pH-Be- 

reich zwischen 5,5 und 8,5, jedoch oberhalb des 
Pufferbereichs einen Farbumschlag hat, 
dadurch gekennzeichnet 

da/3 die Dosierungseinheit frei von Wasser ist und 
45 wenigstens die Bestandteile a und b in einer zur 
Ureasebestimmung geeigheten Menge enthSlt. 

2. Dosierungseinheit nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie zusatziich ein keimtoten- 
des Mittei enthkrt. 

so 3. Dosierungseinheit nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet. daB die Komponente c 
Bestandteil der Dosierungseinheit ist. 

4. Dosierungseinheit nach einem oder mehre- 
reh der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennz ich- 

65 net, dafl sie die Form eines Komprimats hat. 

5. Dosierungseinheit nach Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet daB sie einen inerten Extender 
enthalt. 
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6. Dosi rungseinheit nach ein m Oder mehre- 
ren der AnsprOche 1 bis 4, dadurch gekennzeich- 
net, daB sie in einem mit einem Verschiufl versehe- 
nen Behalter dicht eingeschlossen ist. 

7. Dosierungseinheit nach Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Komprimat ein Gewicht 
unter 1 g, vorzugsweise unter 500 mg hat. 
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